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略語一覧 
Abbreviation Definition 
BHT  Butylated hydroxytoluene 
C.V.  Coefficient of variation 
CYP  Cytochrome P450 
DMAP  4-Dimethylaminopyridine 
ERMBT Erythromycin breath test 
4α-HC  4α-Hydroxycholesterol 
4β-HC  4β-Hydroxycholesterol 
7α-HC  7α-Hydroxycholesterol 
22(R)-HC 22(R)-Hydroxycholesterol 
24(S)-HC 24(S)-Hydroxycholesterol 
27-HC  27-Hydroxycholesterol 
HPLC  High performance liquid chromatograph 
KCZ  Ketoconazole 
KO  Knockout 
LC-MS/MS Liquid chromatograph-tandem mass spectrometer 
LLOQ  Lower limit of quantification 
MNBA  2-Methyl-6-nitrobenzoic anhydride 
MRM  Multiple reaction monitoring 
PCN  Pregnenolone 16α-carboniltrile 
QL  Quality control low concentration 
QM  Quality control middle concentration 
QH  Quality control high concentration 
R.E.  Relative error 
WT  Wild type 
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序論 
シトクロム P450 3A（CYP3A）は肝臓中の総 P450の約 30%を占め[1]，医薬品
の 40～50%の代謝に関与することが知られている[2]．そのため，薬物による
CYP3Aの阻害または誘導は臨床的に重大な薬物間相互作用を引き起こすことか
ら，新薬の開発段階において in vitro試験 および in vivo試験によるシトクロム
P450の阻害または誘導について検討する必要がある．ヒト in vivo試験における
CYP3A活性を解析する方法としては，プローブ薬を投与する方法として，放射性
エリスロマイシンを投与するエリスロマイシン呼気検査（ERMBT）や CYP3A基
質（ミダゾラム等）投与後の全身クリアランスを求める方法がある[3-8]．ERMBT
においては放射性物質をヒトに投与することや，ミダゾラム等による全身クリア
ランスを求める方法では，頻回の採血が必要であるといったいくつかの問題点が
存在する．他方，これらの外因性マーカーに加え，プローブ薬を投与しない方法
として，CYP3A活性の内因性バイオマーカーとして尿中 6β-水酸化コルチゾール
／コルチゾール濃度比を測定する方法がある[9-13]．内因性バイオマーカーは
CYP3A基質を投与することなく測定することができる点に大きな利点がある．し
かし，尿中の 6β-水酸化コルチゾール／コルチゾール濃度比と外因性マーカーによ
って評価された CYP3A活性は必ずしも相関しない． 
 近年，新たな CYP3A活性のバイオマーカーとして 4β-水酸化コレステロール
（4β-HC）が提唱された[14]．in vitro試験では，コレステロールをヒト組換え
CYP3A4，CYP3A5または CYP3A7タンパク質とインキュベーションすることに
より 4β-HCの生成が認められる[15]．また，in vivo試験においては，CYP3A誘導
剤であるカルバマゼピンやリファンピシンの投与により，ヒト血中 4β-HC濃度の
増加が認められる[14, 16-25]．対照的に，CYP3A阻害剤であるイトラコナゾール
やケトコナゾール（KCZ）の投与は，ヒト血中 4β-HC濃度を低下させる[21, 24-26]．
これらの知見は，4β-HCがヒトにおける CYP3A活性の内因性バイオマーカーと
して有用であることを示唆している．また，CYP3A は 4β-HCだけでなく 25-水酸
化コレステロール（25-HC）の生成にも関与している．in vitro試験では，コレス
テロールをヒト組換え CYP3A4タンパク質とインキュベーションすることにより
25-HCの生成が認められ[27]，in vivo試験においては，Cyp3a KOマウスの肝臓中
25-HC濃度は，WTマウスの肝臓中濃度よりも低値を示すことが明らかとなった
[28]．これらの知見は，25-HCも 4β-HCと同様に CYP3A活性のバイオマーカーと
なる可能性を示唆している．しかしながら，25-HC生成の CYP3A4活性との相関
ならびにその他 CYP分子種の関与について十分に解析されていない．そこで本研
究では，CYP3A内因性バイオマーカーとしてのオキシステロールの有用性を明ら
かとするため，LC-MS/MSによる 4α-水酸化コレステロール（4α-HC），4β-HCお
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よび 25-HC濃度の同時測定法ならびにコレステロール濃度測定法を確立した後，
CYP3Aヒト化マウスを用いた CYP3A内因性バイオマーカーとしてのオキシステ
ロールの評価として，4β-HCおよび 25-HCの血漿中濃度と肝臓における CYP3A4
発現量との関連性を調べた．さらに，ヒト肝ミクロソームおよびヒト組換え CYP
タンパク質を用いて，コレステロールからの 4β-HCおよび 25-HCの生成における
CYP酵素の寄与を明らかにした． 
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I.1. 序文 
CYP3Aヒト化マウスを用いた CYP3A内因性バイオマーカーとしてのオキシス
テロールの評価として，4β-HCおよび25-HCの血漿中濃度と肝臓におけるCYP3A4
発現量との関連性を明らかにすることを目的に，第一章においては，LC-MS/MS
による 4α-水酸化コレステロール，4β-水酸化コレステロールおよび 25-水酸化コレ
ステロール濃度の同時測定法ならびにコレステロール濃度測定法の確立を行った． 
マウス生体試料を用いた測定では，用いるサンプル使用量が制限されるため，
測定法の確立には高感度化を目的とした誘導体化の検討が必須となる．また，水
酸化コレステロール類およびコレステロールは，生体内においてエステル型で存
在するため，鹸化条件の最適化が必要である．さらに，質量分析計で測定するた
めには，同一分子式で同一質量である生体内の他の水酸化コレステロールならび
にコレステロール類似構造物質とのクロマトグラム上での分離を達成する必要が
ある．最後に，内因性化合物が測定対象であるため，分析条件には高い質量分解
能が必要である．これらの要求を満たす分析条件を確立した後，分析法の妥当性
を確認することを目的に分析法バリデーションを実施した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8 
 
I.2. 実験材料および実験方法 
I.2.1. 試薬 
Cholesterolは National Institute of Standards and Technology（Gaithersburg, MD）よ
り購入した．4α-Hydroxycholesterol（4α-HC），4β-Hydroxycholesterol（4β-HC），
25-Hydroxycholesterol（25-HC）および 4β-Hydroxycholesterol-d7（4β-HC- d7）は Toronto 
Research Chemicals（Toronto, ON）より購入した．Cholesterol-d7，
7α-Hydroxycholesterol（7α-HC）および 25-Hydroxycholesterol-d6（25-HC-d6）は Avanti 
Polar Lipids（Alabaster, AL）より購入した．22(R)-Hydroxycholesterol（22(R)-HC），
24(S)-Hydroxycholesterol（24(S)-HC）および 27-Hydroxycholesterol（27-HC）はCayman 
Chemical（Ann Arbor, MI）より購入した．アセトニトリル，メタノール，エタノ
ールおよび Butylated hydroxytoluene（BHT）は和光純薬工業株式会社（Osaka, Japan）
より購入した． 2-Methyl-6-nitrobenzoic anhydride（MNBA），4-Dimethylaminopyridine
（DMAP），Picolinic acidおよびテトラヒドロフランは東京化成工業株式会社
（Tokyo, Japan）より購入した．トリエチルアミンは Thermo Fisher Scientific
（Waltham, MA）より購入した．マウス血漿（ICR, 8週齢）は日本チャールス・リ
バー株式会社（Kanagawa, Japan）より購入した． 
 
I.2.2. 標準溶液 
全ての標準溶液はエタノールを用いて調製し-20℃で保存した．4α-HC，4β-HC，
7α-HC，22(R)-HC，24(S)-HC，25-HC，27-HC，4β-HC- d7および 25-HC-d6の Stock
溶液は，それぞれ 100 μg/mLとなるように調製した．また，Cholesterolおよび
Cholesterol-d7の Stock溶液は，それぞれ 5 mg/mLおよび 200 μg/mLとなるように
調製した．Working溶液はエタノールにて適宜希釈し使用した． 
 
I.2.3. 誘導体化条件 
高感度化を目的とし，椎名エステル化反応[29]を利用した誘導体化条件の検討
を行った．誘導体化試薬は既報[27, 30, 31]を参考にMNBA，DMAP，ピコリン酸，
テトラヒドロフランおよびトリエチルアミンの組成比の最適化を行った．本検討
では質量分析計として Triple TOF® 5600 (AB SCIEX,  Framingham, MA)を用い，検
出されたピークの精密質量と目的とするオキシステロール picolinyl ester体の理論
精密質量とを比較することにより同定し，同定されたピークについて検討を行っ
た． 
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I.2.4. 鹸化条件 
マウス血漿に 1 mg/mL BHTエタノール溶液と 1N エタノール性水酸化カリウム
を加えた後，37°Cで 0，30，60，120分間インキュベーションを行うことにより，
鹸化条件の最適な条件を確認した． 
 
I.2.5. HPLCおよび質量分析条件 
標準溶液を椎名エステル化反応により誘導体化を行ったオキシステロール
（4α-HC，4β-HC，7α-HC，22(R)-HC，24(S)-HC，25-HCおよび 27-HC）ならびに
コレステロールのクロマトグラム上での分離を達成することを目的に，HPLC条
件の最適化を行った．高速液体クロマトグラフは LC-20A series HPLC system 
(Shimadzu Co., Kyoto, Japan)，分析カラムは L-Column ODS（2.1 mm i.d. × 150 mm, 3 
μm, Chemicals Evaluation and Research Institute, Saitama, Japan）を用いた． 
また，質量分析計は特異性向上を目的に，SelexIONTM ion mobility system (AB 
SCIEX)を搭載した QTRAP® 5500 quadrapole-linear ion trap hybrid mass spectrometer 
(AB SCIEX)を用い，質量分析条件を設定した． 
 
I.2.6. 分析法バリデーション 
確立した前処理・測定条件を用い，分析法の妥当性を確認した．確認項目とし
て，代替マトリックス（精製水）を用いた検量線の直線性（8濃度，各濃度 n=1）
およびバッチ内再現性（4濃度，各濃度 n=5），マウス血漿を用いたバッチ内（2
または 3濃度，各濃度 n=5）／バッチ間再現性（バッチ内再現性 3回），回収率（1
または 2濃度，各濃度 n=3），血漿添加回収試験（個体別マウス血漿 6例（雄 3例，
雌 3例）各 n=1），および 24時間，4°C保存におけるオートサンプラー中の安定性
（2濃度，各濃度 n=3）を確認した． 
 
I.2.7. データ処理 
定量計算は内標準法にて行った．内標準物質のピーク面積に対する測定対象オ
キシステロールまたはコレステロールのピーク面積比（Y）と調製濃度（X）から
最小二乗法による直線一次回帰式 Y=aX+b（重み付け：Y=1/X2）を求め検量線と
した．ソフトウェアーは Analyst Version 1.6.2（AB SCIEX）を用い，ピーク面積比
は 4α-HCまたは 4β-HCピーク面積と 4β-HC- d7ピーク面積とのピーク面積比なら
びに 25-HCピーク面積と 25-HC-d6ピーク面積とのピーク面積比を用いた． 
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I.3. 結果 
I.3.1. 誘導体化試薬組成の最適化 
既報[30]に示された誘導体化は，100 mgのMNBA，30 mgの DMAPおよび 80 mg
のピコリン酸を 1.5 mLのテトラヒドロフランと 200 μLのトリエチルアミンにて
溶解した誘導体化試薬を，オキシステロールおよびコレステロールを抽出し乾固
した試験管に 170 μL添加し，室温下 30分間インキュベートする条件である．既
報の誘導体化試薬組成を用いて誘導体化したところ，25-HCは mono-picolinyl ester
体と di-picolinyl ester体に分散することが明らかとなった（Fig 1-1）．そこで，主
反応生成物として mono-picolinyl ester体を選択的に生成させることを目的として
誘導体化試薬組成の最適化を行った．その結果，溶解溶媒のテトラヒドロフラン
を 1.5 mLから 8.3 mLに増やすことにより，25-HC mono-picolinyl ester体が選択的
に生成したことから（Fig 1-2），本組成比を採用することとした． 
 
I.3.2. 鹸化条件の最適化 
マウス血漿 5 μLに 1 mg/mL BHTエタノール溶液 5 μLと 1N エタノール性水酸
化カリウム 100 μLを加えた後，37°Cで 30分以上インキュベーションを行うこと
により，4α-HCまたは 4β-HC／4β-HC-d7ピーク面積比，25-HC／25-HC-d6ピーク
面積比および Cholesterol／Cholesterol-d7ピーク面積比が一定となることが明らか
となった（Fig. 2）．従って，鹸化は 37°Cで 60分間行う条件を採用した．確立し
た前処理条件を Fig. 3に示した． 
 
I.3.3. オキシステロールおよびコレステロールのクロマトグラフィーによる分離 
Fig. 4に示した HPLC条件におけるオキシステロール（4α-HC，4β-HC，7α-HC，
22(R)-HC，24(S)-HC，25-HCおよび 27-HC）ならびに Cholesterolのクロマトグラ
ム例を Fig. 5に示した．移動相 Aとしてアセトニトリル／精製水／ギ酸（800：200：
0.1，v/v/v），移動相 Bとしてアセトニトリル／メタノール／ギ酸（800：200：0.1，
v/v/v）を用いたリニアグラジエントの条件を設定することにより，mono-picolinyl 
ester体として検出される25-HCは，近傍に溶出する24(S)-HCのmono-picolinyl ester
体とのピーク分離が確認され，di-picolinyl ester体として検出される 4α-HCおよび
4β-HCとのピーク分離が確認され，その他のオキシステロール類との重複もなく，
定量分析を行うに十分な分離を達成した． 
また，Cholesterolの mono-picolinyl ester体は 90%移動相 Bのアイソクラティッ
ク条件を設定することにより，類似構造を示す Lathosterol mono-picolinyl ester体と
の十分な分離を達成した． 
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I.3.4. イオンモビリティーシステムを用いた質量分析条件 
確立した質量分析条件を Fig. 6に示した．イオンモビリティーシステムにおけ
る Separation voltageを 3800Vに固定し，4α-HC，4β-HC，25-HCおよび Cholesterol
の picolinyl ester体固有の Compensation voltageを設定することにより，特異性の
向上を達成した． 
また，確立した質量分析法におけるプレカーサーイオンおよびプロダクトイオ
ンについて Fig. 7に示した．既報[27, 30, 31]においてはプレカーサーイオンとプロ
ダクトイオンにナトリウム付加イオンを選択し，プロダクトイオンとしてはピコ
リン酸部分を選択しているが，我々の確立した方法ではプレカーサーイオンとし
て[M+H]+イオンを選択し，プロダクトイオンは 1つのピコリン酸が脱離したフラ
グメントイオンを選択した． 
 
I.3.5. 分析法バリデーション 
(1) 検量線の直線性 
4α-HC，4β-HC，25-HCの検量線濃度範囲は 2.00～5000 ng/mL，Cholesterolの検
量線濃度範囲は 4.00～10000 μg/mLとして検量線を作成した（Fig. 8）．全ての成分
において，検量線の各濃度ポイント（8濃度）の逆回帰値の調製濃度に対する R.E. 
(%)は全て±15.0%以内で，相関係数は 0.9976以上と良好な検量線の直線性が確認
された． 
 
(2) バッチ内再現性 
代替マトリックスとして精製水を用い，4α-HC，4β-HC，25-HCは LLOQ：2.00 
ng/mL，QL：5.00 ng/mL，QM：400 ng/mL，QH：4000 ng/mLのサンプル，Cholesterol
は LLOQ：4.00 μg/mL，QL：10.0 μg/mL，QM：800 μg/mL，QH：8000 μg/mLのサ
ンプル（各濃度 n=5）を検量線サンプルとともに前処理および測定を行った．全
ての成分において R.E.(%)は±15.0%以内，C.V.(%)は 15.0%以下と良好なバッチ内
再現性が確認された（Table 1）． 
 
(3) マウス血漿を用いたバッチ内／バッチ間再現性 
マウス血漿を用い，4α-HC，4β-HC，25-HCは既知濃度の標準溶液非添加サンプ
ル，+400 ng/mLとなるように添加したサンプル，+4000 ng/mLとなるように添加
したサンプル，Cholesterolは既知濃度の標準溶液非添加サンプル，+4000 μg/mL
となるよう添加したサンプル（各サンプル n=5）を調製し検量線サンプルととも
に前処理および測定を行い，バッチ内再現性とした．バッチ間再現性はバッチ内
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再現性を 3回行った Total n=15のデータより判定した．R.E.(%)は既知濃度添加サ
ンプルの測定値から非添加サンプルの測定値を差し引いた後に R.E.(%)を求めた．
全ての成分において R.E.(%)は±15.0%以内，C.V.は 15.0%以下と良好なバッチ内
／バッチ間再現性が確認された（Table 2）． 
 
(4) 回収率 
マウス血漿に 4α-HC，4β-HC，25-HCの標準溶液を+400 ng/mLおよび+4000 ng/mL
となるように添加したサンプル，Cholesterolは+4000 μg/mLとなるように添加した
サンプルを調製し前処理を行った．なお，2回行うヘキサン抽出毎に回収率(%)を
確認し，総回収率(%)は 1回目と 2回目のヘキサン抽出における回収率(%)の和と
した．回収率確認結果を Table 3に示した． 
4α-HC，4β-HC，25-HCの回収率(%)は，1回目のヘキサン抽出により 79.6%以上
の回収が認められ，2回目のヘキサン抽出との総回収率は 92.7%以上と良好な回収
率が確認された．Cholesterolの回収率(%)は，1回目のヘキサン抽出により 65.9%
と低値を示したが，2回目の抽出で 35.4%の回収が認められ，総回収率は 101.3%
と良好な回収率が確認された． 
 
(5) 血漿添加回収試験 
個体別マウス血漿（雄 3例，雌 3例）を用い，4α-HC，4β-HC，25-HCは既知濃
度の標準溶液非添加サンプル，+400 ng/mLとなるように添加したサンプル，
Cholesterolは既知濃度の標準溶液非添加サンプル，+4000 μg/mLとなるよう添加し
たサンプル（各サンプル n=1）を調製し検量線サンプルとともに前処理および測
定を行った．添加回収率(%)は既知濃度添加サンプルの測定値から非添加サンプル
の測定値を差し引いた後に添加回収率(%)を求めた．全ての成分において添加回収
率(%)は 85.0%～108.0%と良好な添加回収率が確認された（Table 4）． 
 
(6) オートサンプラー中の安定性（24時間，4°C保存） 
マウス血漿を用いたバッチ内再現性で測定したサンプルのうち，4α-HC，4β-HC，
25-HCは既知濃度の標準溶液非添加サンプル，+4000 ng/mLとなるように添加し
たサンプル，Cholesterolは既知濃度の標準溶液非添加サンプル，+4000 μg/mLとな
るよう添加したサンプル（各サンプル n=3）を最初の測定から 24時間後に再度測
定し，その残存率(%)を求めオートサンプラー中における保存安定性を確認した．  
Table 5に示したように，4°Cに設定したオートサンプラー中に 24時間保存後の
残存率(%)は全ての成分において 96.7%～100.6%と良好な安定性が確認された． 
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Table 1  Intra-Batch Precision and Accuracy (Surrogate Matrix: Water) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Target LLOQ QC_low QC_middle QC_high
compound (2.00 ng/mL) (5.00 ng/mL) (400 ng/mL) (4000 ng/mL)
25-HC Mean (n=5) 1.89 4.58 389 3906
R.E. (%) -5.3 -8.3 -2.7 -2.4
C.V. (%) 12.3 7.8 2.9 2.1
4β-HC Mean (n=5) 1.74 4.88 391 3896
R.E. (%) -12.8 -2.3 -2.3 -2.6
C.V. (%) 6.9 6.5 3.5 1.5
4α-HC Mean (n=5) 1.84 5.02 417 4110
R.E. (%) -7.8 0.5 4.3 2.8
C.V. (%) 7.1 6.7 3.7 2.3
Target LLOQ QC_low QC_middle QC_high
compound (4.00 μ g/mL) (10.0 μ g/mL) (800 μ g/mL) (8000 μ g/mL)
Cholesterol Mean (n=5) 3.91 10.1 825 7724
R.E. (%) -2.4 1.5 3.2 -3.5
C.V. (%) 7.1 3.2 1.7 2.5
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Table 2  Intra-Batch and Inter-Batch Precision and Accuracy  
(Matrix: Mouse plasma) 
 
 
 
 
 
Target Batch Unspiked Spiked Spiked
compound No. (ng/mL) (+400 ng/mL) (+4000 ng/mL)
25-HC Intra Batch Mean (n=5) 14.8 412 3864
- Unspiked 0 397 3849
R.E. (%) - -0.7 -3.8
C.V. (%) 4.3 0.7 2.0
Inter Batch Mean (n=15) 15.2 419 3971
- Unspiked 0 404 3955
R.E. (%) - 1.0 -1.1
C.V. (%) 6.1 1.8 2.6
Target Batch Unspiked Spiked Spiked
compound No. (ng/mL) (+400 ng/mL) (+4000 ng/mL)
4β-HC Intra Batch Mean (n=5) 350 750 4236
- Unspiked 0 400 3886
R.E. (%) - -0.1 -2.9
C.V. (%) 1.8 1.1 1.7
Inter Batch Mean (n=15) 363 778 4421
- Unspiked 0 415 4057
R.E. (%) - 3.7 1.4
C.V. (%) 3.1 3.1 3.5
Target Batch Unspiked Spiked Spiked
compound No. (ng/mL) (+400 ng/mL) (+4000 ng/mL)
4α-HC Intra Batch Mean (n=5) 8.61 409 3872
- Unspiked 0 400 3863
R.E. (%) - 0.0 -3.4
C.V. (%) 1.8 1.5 0.9
Inter Batch Mean (n=15) 9.22 411 3929
- Unspiked 0 402 3919
R.E. (%) - 0.5 -2.0
C.V. (%) 6.4 1.8 1.9
Target Batch Unspiked Spiked
compound No. (μg/mL) (+4000 μ g/mL)
Cholesterol Intra Batch Mean (n=5) 1254 5130
- Unspiked 0 3876
R.E. (%) - -3.1
C.V. (%) 1.2 1.0
Inter Batch Mean (n=15) 1264 5130
- Unspiked 0 3866
R.E. (%) - -3.4
C.V. (%) 1.2 0.7
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Table 3  Recovery (%) from mouse plasma 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Target Sample
compound preparation  1st Cycle 2nd Cycle Total
25-HC Plasma +400 ng/mL 87.8 8.0 95.8
Plasma +4000 ng/mL 87.7 8.4 96.1
4β-HC Plasma +400 ng/mL 87.7 11.0 98.7
Plasma +4000 ng/mL 84.1 10.1 94.2
4α-HC Plasma +400 ng/mL 80.9 13.5 94.4
Plasma +4000 ng/mL 79.6 13.0 92.7
Cholesterol Plasma +4000 μ g/mL 65.9 35.4 101.3
Recovery (%) of Hexane extraction
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Table 4  Spike recovery 
 
 
4α-HC, 4β-HC and 25-HC: 
Spike recovery (%) = (Spike result – Baseline) /400 ng/mL × 100 
 
Cholesterol:  
Spike recovery (%) = (Spike result – Baseline) /4000 μg/mL × 100 
 
 
Mouse plasma Spike result Spike recovery
(Baseline) (+400 ng/mL) (%)
Mouse plasma Male-1 7.25 402 98.7
Male-2 22.8 421 99.5
Male-3 8.84 400 97.8
Female-1 7.86 396 97.0
Female-2 13.2 385 93.0
Female-3 9.95 398 97.0
Mouse plasma Spike result Spike recovery
(Baseline) (+400 ng/mL) (%)
Mouse plasma Male-1 271 703 108.0
Male-2 454 841 96.8
Male-3 339 743 101.0
Female-1 417 831 103.5
Female-2 538 878 85.0
Female-3 489 852 90.8
Mouse plasma Spike result Spike recovery
(Baseline) (+400 ng/mL) (%)
Mouse plasma Male-1 4.09 408 101.0
Male-2 11.9 404 98.0
Male-3 5.08 400 98.7
Female-1 3.29 413 102.4
Female-2 3.43 374 92.6
Female-3 2.45 385 95.6
Mouse plasma Spike result Spike recovery
(Baseline) (+4000 μ g/mL) (%)
Mouse plasma Male-1 1280 5120 96.0
Male-2 1400 5260 96.5
Male-3 1710 5370 91.5
Female-1 1240 5110 96.8
Female-2 1230 5030 95.0
Female-3 893 4870 99.4
Cholesterol
Sample name
4α-HC
Sample name
Sample name
4β-HC
Sample name
25-HC
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Table 5  Stability in autosampler after 24 h at 4°C 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Target Unspiked Spiked
compound (ng/mL) (+4000 ng/mL)
25-HC Initial (n=3) 15.2 3890
after 24h (n=3) 14.7 3880
Residual ratio (%) 96.7 99.7
4β-HC Initial (n=3) 347 4233
after 24h (n=3) 342 4253
Residual ratio (%) 98.4 100.5
4α-HC Initial (n=3) 8.58 3860
after 24h (n=3) 8.63 3857
Residual ratio (%) 100.6 99.9
Target Unspiked Spiked
compound (ng/mL) (+4000 μg/mL)
Cholesterol Initial (n=3) 1260 5140
after 24h (n=3) 1257 5050
Residual ratio (%) 99.7 98.2
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Fig. 1-1  TOF mass chromatogram of mono and di-picolinyl esters of 25-HC derivatized 
by previous methods. 
Derivatization reagent of previous: MNBA (100 mg), DMAP (30 mg) and picolinic acid 
(80 mg) in 1.5 mL of tetrahydrofuran and 200 μL of triethylamine. 
 
 
Fig. 1-2  TOF mass chromatogram of mono and di-picolinyl esters of 25-HC derivatized 
by previous methods with slight modification. 
Derivatization reagent of modified: MNBA (100 mg), DMAP (30 mg) and picolinic acid 
(80 mg) in 8.3 mL of tetrahydrofuran and 200 μL of triethylamine. 
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Fig. 2  Effect of incubation time on saponification of cholesterol ester and 
hydroxycholesterol esters in mouse plasma by 1N KOH (in ethanol) at 37 °C. 
Each data point represents the peak area ratio of 4α-HC or 4β-HC/4β-HC-d7, 
25-HC/25-HC-d6 and Cholesterol/Cholesterol-d7. Means of peak area ratio incubated for 
120 min were set as 100% and shown as means ± S. D. (n=3) 
 
 
 
Fig. 3  Pre-treatment methods. 
← 10 μL of internal standard for HCs (4β-HC-d 7 and 25-HC-d 6 , 100 ng/mL each)
   (or 10 μL of internal standard for Cholesterol (200 μg/mL of cholesterol-d 7))
← BHT (1 mg/mL in ethanol) 5 μL
← 100 μL of KOH (1N in ethanol)
   incubation for 1 h at 37°C
← 250 μL of water #): derivatization reagent
← 400 μL of n-Hexane (extracted twice) MNBA (100 mg)
DMAP (30 mg)
Picolinic acid (80 mg)
   evaporated by a centrifugal evaporator      dissolved in 8.3 mL of tetrahydrofuran
     and 200 μL of triethylamine.
← 170 μL of fresh derivatization reagent#)
   incubation for 30 min at room temperature
   evaporated by a centrifugal evaporator
← 100 μL of acetonitrile
   (for Cholesterol samples, 100-fold dilution with acetonitrile)
Organic layer
Dried samples
Mouse plasma 5 μL for HCs (or 2.5 µL for Cholesterol)
Injection into an LC-MS/MS (1 μL injection)
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Fig. 4  HPLC Condition. 
 
 
 
 
Fig. 5  Chromatograms of mono and di-picolinyl esters of HCs (A) and mono-picolinyl 
ester of cholesterol and lathosterol (B). 
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Fig. 6  MS Condition. 
 
 
 
Fig. 7  Structure, masses and fragmentation in the MRM method for picolinyl esters of 
cholesterol and 25-HC and a dipicolinyl ester of 4α-/4β-HC. 
22 
 
 
 
Fig. 8  Linearity of calibration curves. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Theoretical Theoretical
(ng/mL) Calculated R.E. Calculated R.E. Calculated R.E. (μ g/mL) Calculated R.E.
(ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (ng/mL) (%) (μ g/mL) (%)
2.00 1.88 -6.0 2.04 2.0 2.04 2.0 4.00 4.04 1.0
5.00 5.71 14.2 4.79 -4.2 4.75 -5.0 10.0 9.70 -3.0
20.0 20.8 4.0 19.6 -2.0 20.4 2.0 40.0 40.7 1.8
50.0 47.8 -4.4 51.4 2.8 50.4 0.8 100 101 1.0
200 196 -2.0 197 -1.5 200 0.0 400 411 2.8
500 486 -2.8 507 1.4 502 0.4 1000 1030 3.0
2000 1950 -2.5 1990 -0.5 1980 -1.0 4000 3980 -0.5
5000 4950 -1.0 5110 2.2 5040 0.8 10000 9440 -5.6
r r
Cholesterol
0.9995
25-HC 4β-HC 4α-HC
0.9976 0.9996 0.9997
23 
 
I.4. 考察 
本検討では，マウス生体試料中の 4α-水酸化コレステロール，4β-水酸化コレス
テロール，25-水酸化コレステロール濃度およびコレステロール濃度を LC-MS/MS
を用いて測定する方法を確立した．この方法では，高感度かつ同時測定を可能と
するため，誘導体化，鹸化，コレステロール類似構造物質との分離条件を最適化
した．さらに，分析法バリデーションを実施することにより，本法の妥当性を検
証した． 
高感度化を目的とした誘導体化の検討として，椎名エステル化反応を利用した
誘導体化条件の検討を行った．既報[30]の条件にて誘導体化を行った際，25-HC
の反応生成物は mono-picolinyl ester体と di-picolinyl ester体に分散されることが明
らかとなった (Fig. 1-1)．この条件での分析は，ターゲット成分の質量数が分散す
ることにより検出感度が低下する．既報の条件では，mono-picolinyl ester体の方が
di-picolinyl ester体よりピーク強度が高い．そこで，主反応生成物として選択的に
mono-picolinyl ester体を生成するための誘導体化試薬組成比の最適化を行った．予
備検討により，誘導体化試薬濃度を下げることにより mono-picolinyl ester体が選
択的に生成する傾向が認められたことから，溶解溶媒の添加量を増加し，誘導体
化試薬濃度を既報条件の 5分の 1とした．その結果，この条件での反応は生成物
のほぼ全てが mono-picolinyl ester体となることが確認され，かつ，4α-HCならび
に 4β-HCの di-picolynil化への影響は確認されなかったことから，本誘導体化試薬
組成比を採用した．この誘導体化試薬を用いることにより，25-HCの検出感度は
約 1.3倍上昇し，更なる高感度化を達成することができた． 
 
生体内におけるエステル型水酸化コレステロール類およびコレステロールは，
1N水酸化カリウム存在下，37°Cで 30分以上鹸化を行うことで，遊離体と内標準
物質のピーク面積比は一定の値を示すことが確認された (Fig. 2)．この結果から，
37°Cで 60分間鹸化を行うことで十分に遊離体に変化することが示唆された． 
 
質量分析条件は，既報[27, 30, 31]においては三連四重極型質量分析計を用いた
MRM分析条件を採用している．四重極は質量として 1以上の差がなければ質量
スペクトルを分離することが不可能である．そのため，Q2部分でイオンを開裂さ
せ，Q3部分でターゲットとなる開裂したイオンを収束させ，これを検出すること
により特異性の向上を達成している．しかしながら，開裂したイオンも同じ質量
数となる場合は，Unknownピークとして溶出することを意味する．また，本研究
における対象成分である水酸化コレステロールのような内因性物質を測定する場
合，0濃度サンプルを調製することができないため，Unknownピークが溶出して
24 
 
いるかどうかを確認することが困難である．そのため，特異性が高い機器で測定
することが望ましい．従って，本分析法の開発においては三連四重極型質量分析
計のイオンソース部分にイオンモビリティーシステム[32]を搭載した質量分析計
を採用した．このシステムは，Separation voltageと Compensation voltageをかける
ことによりイオンの軌道に変化を与えることができる．これにより，ターゲット
イオンと同じ軌道を示すイオンのみを質量分析計に導入することができることか
ら，既報に比べ特異性が向上した方法を確立することができた． 
 
さらに，クロマトグラム上における 4α-HC，4β-HC，25-HCならびに Cholesterol
の picolinyl ester体のピーク溶出位置と，他のオキシステロールならびにコレステ
ロール類似化合物の picolinyl ester体との分離が達成できたことから，これらの条
件を用い，分析法バリデーションを行った．結果，全ての確認項目において良好
な結果が得られた (Tables 1～5，Fig. 8)．特に個体別マウス 6個体を用いた添加回
収試験の結果は 85.0%～108.0%と，個体差における影響は確認されず良好に濃度
測定が実施できていることが示された．このことより，本分析法は CYP3Aヒト
化マウスにおける血漿中 4β-HCおよび 25-HC濃度を測定するために有用であるこ
とが示唆された． 
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第二章  
CYP3Aヒト化マウスを用いた CYP3A内因性 
バイオマーカーとしてのオキシステロールの評価 
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II.1. 序文 
第一章において LC-MS/MSによる 4α-水酸化コレステロール，4β-水酸化コレス
テロールおよび 25-水酸化コレステロール濃度の同時測定法ならびにコレステロ
ール濃度測定法を確立した．第二章では本法を用いて CYP3Aヒト化マウスの血
漿中および肝組織中オキシステロール濃度を定量した．CYP3Aヒト化マウスへ
CYP3A誘導剤であるプレグネノロン‐16α‐カルボニトリル（PCN）を投与し，
CYP3Aマウス肝臓中の CYP3Aタンパク質の発現レベル上昇と，4β-HCおよび
25-HCの血漿中濃度変化との関連性を解析することにより，CYP3A内因性バイオ
マーカーとしてのオキシステロールの有用性を検討することとした． 
また，ヒト CYP3A4はコレステロールから 4β-HCおよび 25-HCの生成を触媒す
ることが報告されているが[15, 27]，ヒト肝ミクロソームにおける CYP3A4以外の
ヒト CYP分子種の寄与は不明である．そこで，4β-HCおよび 25-HC生成におけ
る CYP3Aの寄与を推定することを目的に，ヒト肝ミクロソームにおける 4β-HC
および 25-HC生成に関与する CYP分子種を同定し，ヒト肝ミクロソームにおけ
る 4β-HCおよび 25-HC生成に対する CYP3A選択的阻害剤であるケトコナゾール
の影響を調べた． 
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II.2. 実験材料および実験方法 
II.2.1. 試薬 
PCNは Toronto Research Chemicalsより購入した．Ketoconazole (KCZ)は
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)より購入した．2-Hydroxypropyl-β-cyclodextrin は和光
純薬工業株式会社より購入した．Pooled human liver microsomesは Thermo Fisher 
Scientificより購入した．ヒト組換え CYP1A2，CYP2B6，CYP2C8，CYP2C9，
CYP2C19，CYP2D6，CYP2E1，CYP3A4，CYP3A5および Negative control enzyme
は Corning (New York, NY)より購入した． 
 
II.2.2. CYP3Aヒト化マウス 
CYP3Aヒト化マウスは，マウス内因性 Cyp3aクラスターを保持せずヒト CYP3A
遺伝子クラスターを導入したもの ([33], 10週齢，各群 3匹) を使用した．CYP3A
誘導剤である PCNを 1，10または 100 mg/kg，または溶媒（コーンオイル）を 3
日間腹腔内投与した．最終投与から 18時間後に血液および肝臓試料を採取した．
血液サンプルは遠心分離後に血漿サンプルを得た．4α-HC，4β-HCおよび 25-HC
を含むオキシステロール類は，コレステロールの自動酸化より生じる可能性があ
り，-20℃保存で 1年間の保存安定性が確認されている[34, 35]．したがって，肝臓
および血漿サンプルは測定に供するまで-80℃にて保存した．本動物実験は，鳥取
大学と千葉大学の動物飼育および使用における倫理委員会の承認を得て実施した． 
 
II.2.3. CYP3Aヒト化マウス肝ミクロソームのトリプシン消化 
肝組織は，1.15％KClでホモジナイズした後に分画遠心分離によってミクロソ
ームを単離した[33]．マウス肝ミクロソームのトリプシン消化はWilliamsonらの
方法[36]に若干の変更を加えて行った． 
マウス肝ミクロソーム 0.2 mgに 0.1mM EDTA含有 100 mMリン酸カリウム緩衝
液（pH7.4）を加えて 40 μLとし，これに内標準物質としてヒト組換え CYP2B6（1000 
pmol CYP/mL）を 2 μL添加した．この混合液に，2.3 μLの 20% (w/v) n-octyl glucoside
および 4.6 μLの 50 mM tris-(2-carboxyethyl) phosphineを加え 60°Cにて 1時間イン
キュベートした．室温に戻した後，2.3 μLの 200 mM methyl methane thiosulfonate
のイソプロパノール溶解液を加え，室温にて 10分間インキュベートした．アルキ
ル化後， 40 μLの 0.1 M Tris buffer (pH 8.0)および 4.6 μLの 5 mg/mLトリプシンを
加え，37°Cで 16時間インキュベートした．インキュベート後，10 μLの 10%ギ酸
を加え，遠心分離（11000×g，15分間，4°C）を行った上清を LC-MS/MSに注入し
た．検量線サンプル調製には，肝ミクロソームの代わりに組換え CYP3A4（0.2〜
28 
 
20 pmol）を用い調製した．Totalタンパク濃度を 0.2mgに調整するために，野生型
マウス（雄性，ICR，10週齢）の肝ミクロソームを添加した． 
 
II.2.4. LC-MS/MS による CYP3A4タンパク定量 
CYP3A4タンパク濃度はWilliamsonらの条件[36]に若干の変更を加えて測定し
た．CYP3A4のトリプシン消化断片ペプチドの測定には QTRAP® 5500 
quadrupole-linear ion trap hybrid mass spectrometer (AB SCIEX)に LC-20A series 
HPLC system (Shimadzu Co.)を接続した LC-MS/MSを使用した．分析カラムには
L-Column ODS（2.1 mm i.d. × 150 mm, 3 μm, Chemicals Evaluation and Research 
Institute）を用い，カラム温度は 50°Cとした．移動相 Aとして精製水／アセトニ
トリル／ギ酸（950：50：1, v/v/v），移動相 Bとしてアセトニトリル／精製水／ギ
酸（900:100:1, v/v/v）を用いた．グラジエント条件は，0% Bで 3分間送液した後，
7分間で 0%Bから 40% Bに上昇させるリニアグラジエント条件とし，流速は 0.6 
mL/minとした．MS/MS条件は，ESI-positive; スプレー電圧, 1500 V; ヒーター温
度, 700°C; シースおよびオグジラリーガス, 各 65 psi; カウンターガス, 30 psi; コ
リジョンガス, 7 (number of valves opened)．CYP3A4のMS/MS測定パラメータは，
DP, 50 V; CE, 21 V; CXP, 15 V．CYP3A4測定のトリプシン消化断片MRMトランジ
ションは，[EVTNFLR]について 3チャンネル設定した(m/z 439.7→435.1 (2y3), m/z 
439.7→549.3 (2y4), m/z 439.7→650.4 (2y5))．また，CYP2B6トリプシン消化断片
MRMトランジション，[FSVTTMR]について 3チャンネル設定した(m/z 421.2→
508.2 (2y4), m/z 421.2→607.3 (2y5), m/z 421.2→694.3 (2y6))． 
 
II.2.5. Nano LC-ESI-MS/MSによるマウス CYPタンパク質の測定 
マウス内因性 CYPタンパク質の PCN投与による相対的変化を解析することを
目的に，トリプシン消化サンプルを Nano LC-Ultra 2Dplus system（Eksigent 
Technologies, Dublin, CA）を接続した Triple TOF® 5600 (AB SCIEX)を用いて測定し
た．分析カラムは Nano cHiPLC analytical column (ReproSil-Pur C18-AQ 3 μm 120Å 
75 μm × 15 cm, Eksigent Technologies) および Trap column (ReproSil-Pur C18-AQ 3 
μm 120Å 200 μm × 0.5 mm, Eksigent Technologies) を用い，カラム温度を 25°Cに設
定した．消化断片は 0.1% トリフルオロ酢酸 2 μL/minにてトラップカラムに送ら
れた後，10分間脱塩を行った．流路バルブを切り替え後，トラップされていたト
リプシン消化断片はトラップカラムより溶出され分析カラムに保持された後，移
動相 A として精製水／ギ酸（1000:1, v/v），移動相 Bとしてアセトニトリル／ギ酸
（1000:1, v/v）によるリニアグラジエント（流速：300 nL/min）により溶出した．
リニアグラジエントは 2%Bから 30%Bまで 60分かけて上昇させ，1分間で 30%B
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から 80%Bに上昇させた．その後 80% Bにて 7分間洗浄を行った．ナノスプレー
を用いたMS/MSパラメータは次のように設定した．スプレー電圧, 2300 V; イン
ターフェース温度, 150°C; シースガス, 20 psi; カウンターガス, 20 psi; DP, 80 V; 
CE, 35 V; collision energy spread (CES), 15 V． 
全てのデータは Information Dependent Acquisition (IDA)モードにより取得した．
IDA パラメータは 0.25-s TOF MS survey scanとし質量範囲を 300-1250 Daに設定
し，Product ion scanは 0.1-s とし質量範囲を 100-1600Daに設定した． 
 
II.2.6. 消化断片サンプルのデータ解析 
最初に，消化断片サンプルのデータ解析は ProteinPirotTM software 4.0 (AB SCIEX)
を用いて実施した．TOF massおよびMS/MSスペクトルを uniprot_sprotデータベ
ースに対してマウスおよびヒトで検索し，タンパク質同定は ProtScoreとして 1.3
以上，Confidenceとして 95％を基準とした．次に，CYPタンパク質として同定さ
れたトリプシン消化断片（ProtScore 2.0以上，Confidence 99％）を Blast検索し，
CYPタンパク質の特異的アミノ酸配列を選択した．TOF massクロマトグラムは
MultiQuant TM software 2.0 (AB SCIEX)を用いて作成した．データ処理は，TOFマス
クロマトグラムのスペクトル範囲を m/z±0.02に設定し，各 CYP特異的トリプシ
ン消化断片ペプチドのピーク面積値を得た（Table 6）． 
 
II.2.7. マウス肝ミクロソームによるアッセイ 
マウス肝ミクロソーム（0.1 mg/mL），50 µM コレステロール（0.66% 
2-hydroxypropyl-β-cyclodextrin溶液）および CYP3A選択的阻害剤である KCZ[37]
（0，5または 25 μM）と共に 37°Cで 30分間インキュベートした．インキュベー
ション溶液には 80 µM EDTA含有 80 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.4），NADPH
生成系（1.55 mM NADP+，3.3 mM MgCl2，3.3 mM glucose-6-phosphateおよび 0.4 
U/mL glucose-6-phosphate dehydrogenase）が含まれ，総容量は 50 μLとした．ミク
ロソームタンパク濃度およびインキュベーション時間は，代謝物生成の線形範囲
から選択した．反応停止はアセトニトリル（50 μg/mL BHT，1 ng/mL 4β-HC-d7 
（4β-HC内部標準物質）および 1 ng/mL 25-HC-d6（25-HCの内部標準物質）含有）
を添加することで行った．次に，精製水 200 μLを添加後，500 μLの n-ヘキサンに
て 2回抽出を行い，有機溶媒層を分取した．有機溶媒層は遠心エバポレータ （ー日
立, Tokyo, Japan）を用い 50°Cにて 15分間にて乾固した．乾固後のサンプルは測
定に供するまで-20°Cにて保存した． 
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II.2.8. マウス肝臓からのオキシステロール類ならびにコレステロールの抽出 
マウス肝臓（50 mg）を 300 µLの 0.1Mリン酸カリウム（4 mM MgCl 2および 1 mM 
EDTAを含む）および 300 µLのエタノールでホモジナイズした．ホモジナイズ後，
1N エタノール性 KOH 7.12 mLおよび内部標準溶液（4β-HC-d7および 25-HC-d6，
各々100 ng/mL）20 µLを添加し，37°Cで 1時間インキュベートした．鹸化した試
料を 2つのガラス管にそれぞれ 3.8 mL移して，オキシステロールおよびコレステ
ロール測定用とした．3.6 mLの水を添加後，3.7 mLの n-ヘキサンでオキシステロ
ール類およびコレステロールを 2回抽出し，有機層を窒素気流下で蒸発乾固させ
た．乾固した試料は測定に供するまで-20℃にて保存した． 
 
II.2.9. マウス血漿中からのオキシステロール類ならびにコレステロールの抽出 
マウス血漿中からのオキシステロール類ならびにコレステロールの抽出は，第
一章に示した方法を用いて抽出した．抽出後のサンプルは遠心エバポレータ （ー日
立）を用い 50°C，15分間にて乾固した．乾固後のサンプルは測定に供するまで
-20°Cにて保存した． 
 
II.2.10. 誘導体化 
抽出後に乾固したサンプルは，第一章に示した方法を用いて誘導体化を行った．
誘導体化後のサンプルは乾固し，アセトニトリルで再溶解後 LC-MS/MSに注入し
測定を行った． 
 
II.2.11. LC-MS/MSによるオキシステロール類およびコレステロールの濃度測定 
オキシステロール類およびコレステロールの濃度測定は，第一章に示した方法
を用いた． 
 
II.2.12. ヒト組換え CYPタンパク質およびヒト肝ミクロソームによるアッセイ 
ヒト組換え CYPタンパク質（10 pmol CYP/mL）を用い，総容量を 100 µLとし
て 60分間インキュベートした方法を除き，マウス肝ミクロソームを用いたアッセ
イと同じ条件でインキュベートした．ヒト組換え CYP酵素におけるコレステロー
ル代謝速度論パラメータは，コレステロールからの 4β-HCおよび 25-HCの生成速
度より求めた．コレステロール基質濃度は 5から 200 µMの範囲とし，データは
Michaelis-Menten式に従って解析した．代謝速度論パラメータ（Vmaxおよび Km）
は DeltaGraph 5（Red Rock Software, Salt Lake, UT）を用いた非線形最小二乗回帰分
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析によって推定した．各パラメータは 3つの独立したアッセイの平均値を用いて
算出した． 
ヒト肝ミクロソームはマウス肝ミクロソームを用いたアッセイと同様の方法に
てインキュベートした． 
 
II.2.13. 統計解析 
データは平均値±S.E.M.または S.D.として表示した．統計解析は Statcel 4 (OMS, 
Saitama, Japan)を用いて求めた．比較は Shirley-Williams’ multiple comparison test，
Dunnett's multiple comparison testまたはWelch’s t-testによって行った．P < 0.05を
統計的に有意とした．相関試験は最小二乗法，直線一次回帰を用いて行った． 
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Table 6  Tryptic digested peptides used for relative comparison of Cyp protein levels in 
liver microsomes of CYP3A-humanized mice 
Cyp 
isoforms 
Peptide sequence 
Theoretical 
MW 
Theoretical 
m/z 
z 
Cyp1a2 NSIQDITSALFK 1335.7035 668.8590 2 
Cyp2a5 STQAPQDIDVSPR 1412.6896 707.3521 2 
Cyp2b10 ATLDPSVPR 954.5134 478.2640 2 
Cyp2b19 NLQEILDYIGHSVEK 1756.8995 586.6404 3 
Cyp2c29 GTTVITSLSSVLHDSK 1643.8730 548.9650 3 
Cyp2c55 EFPNPEVFDPGHFLDENGNFK 2448.1023 817.0414 3 
Cyp2c70 FDPGHFLDEK 1203.5560 402.1926 3 
Cyp2d9 FEYEDPFLIR 1327.6449 664.8297 2 
Cyp2d10 VQQEIDAVIGQVR 1453.7889 727.9017 2 
Cyp2d11 GNPESSFNDENLR 1477.6433 739.8290 2 
Cyp2d26 FEYEDPFFNR 1362.5880 682.3013 2 
Cyp2e1 FINLVPSNLPHEATR 1706.9104 569.9774 3 
Cyp2j5 EWATPEVFNPEHFLENGQFK 2418.1282 807.0500 3 
Cyp4a12a IQLQDEEELEK 1372.6722 687.3434 2 
Cyp27a1 TDALNEVISDFITR 1592.8046 794.4096 2 
CYP3A4 LSLGGLLQPEKPVVLK 1690.0393 564.3537 3 
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II.3. 結果 
II.3.1. PCN投与による CYP3Aヒト化マウス肝臓中 CYP3A4ならびにマウス内因
性 CYP分子種発現量への影響 
PCNまたは溶媒を投与した CYP3Aヒト化マウスから調製した肝ミクロソーム
における CYP3A4タンパク質発現量を測定した．CYP3A4タンパク質の発現量は，
1，10，100 mg/kgの PCN投与したマウスの肝ミクロソームにおいて，溶媒投与し
たマウスの肝ミクロソームより有意に高かった（Fig. 9）． 
マウスへの PCNの投与は，CYP2Bおよび CYP2C分子種の発現量を増加させる
ことから[38,39]，溶媒投与マウスに対する PCN 100 mg/kg投与マウスの CYP分子
種相対発現量を求めた．CYP3Aヒト化マウス肝ミクロソームにおけるCYP2B10，
CYP2B19および CYP2C55タンパク質の発現量は，PCN投与マウスにおいて有意
に高値を示したが，PCN投与によるこれらの分子種の増加は CYP3A4の増加より
も低かった（9.8，7.2および 6.8倍 vs. 26.6倍）（Fig. 10）． 
 
II.3.2. CYP3Aヒト化マウス肝ミクロソームにおける 4β-HC および 25-HC生成量 
CYP3Aヒト化マウスの肝ミクロソームにおける CYP3A4タンパク質の発現量
が PCN投与により増加したことから，CYP3Aヒト化マウス肝ミクロソームにお
ける 4β-HCおよび 25-HC生成量に対する PCN投与の影響を検討した．Fig. 11に
示したように，PCN 100 mg/kg投与したマウス肝ミクロソームにおける 25-HCの
生成は有意ではないものの，溶媒投与のマウス肝ミクロソームよりも 5.3倍高か
った．さらに，PCN 100 mg/kg投与した CYP3Aヒト化マウス肝ミクロソームにお
ける 25-HC生成は，5および 25 µMの KCZを添加することにより 15.3％および
1.2％に低下した．特に，5 µMの KCZによる阻害は，溶媒投与した CYP3Aヒト
化マウス肝ミクロソームにおける阻害に比べより強力であった（84.7％ vs. 55.4％
の阻害）．なお，CYP3Aヒト化マウスの肝ミクロソームにおける 4β-HCの生成は，
ミクロソーム画分中に存在する高レベルの 4β-HCによる干渉のために定量するこ
とができなかった． 
 
II.3.3. PCN投与による肝臓中 4β-HCおよび 25-HC濃度への影響 
CYP3Aヒト化マウス肝ミクロソームにおける 25-HC生成が PCN投与により増
加したことから，PCNまたは溶媒投与後の CYP3Aヒト化マウスの肝臓中 4β-HC
および 25-HC濃度を測定した．Table 7に示すように，肝臓中の 4β-HCおよび 25-HC
濃度は，PCN投与により溶媒投与したマウスに比べ高値を示す傾向が示された．
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また，4α-HCおよび Cholesterol濃度は PCN 1 mg/kg投与時の 4α-HCを除き有意な
変化は認められなかった． 
次に，4β-HCおよび 25-HC濃度を補正することを目的に，基質である Cholesterol
または酵素を介しない自動酸化による生成物である 4α-HC濃度による濃度比を求
めた[22, 25-27, 40, 41]．Table 8に示すように，PCN投与したマウスにおける全て
の濃度比は，溶媒投与したマウスにおける濃度比より高値を示す傾向が示された．
また，PCN 10 mg/kgおよび 100 mg/kg投与群の 4β-HC/Cholesterol濃度比，PCN 100 
mg/kg投与群の 25-HC/4α-HC濃度比は，溶媒投与群に比べ有意に高値を示した． 
 
II.3.4. PCN投与による血漿中 4β-HCおよび 25-HC濃度への影響 
Table 9に示すように，肝臓中濃度だけでなく PCN 100 mg/kg投与したマウスに
おける 4β-HCおよび 25-HC血漿中濃度はコントロール群に比べ 1.5倍および 1.3
倍高値を示した．また，4α-HCおよび Cholesterol濃度はコントロール群と同等で
あった． 
次に，4β-HCおよび 25-HC濃度の Cholesterolまたは 4α-HC濃度比についても求
めた（Table 10）．PCN 100 mg/kg投与マウスにおける全ての濃度比は，溶媒投与
群に比べ高値を示したが，4β-HC/4α-HC濃度比については有意な差異は認められ
なかった． 
 
II.3.5. 肝臓中 CYP3A4発現量と肝臓および血漿中の 4β-HCおよび 25-HC濃度の
相関 
4β-HCおよび 25-HCの肝臓および血漿中濃度は，肝臓中 CYP3A4タンパク質発
現量と有意な相関関係を示した（Fig. 12）．さらに，肝臓および血漿中の 4β-HCお
よび 25-HCの Cholesterolまたは 4α-HC濃度比は，肝臓中 CYP3A4タンパク質発
現量と正の相関を示したが，肝臓中 4β-HC/4α-HC濃度比と CYP3A4タンパク質発
現量とは有意な相関を示さなかった（Table 11，r = 0.511）．また，血漿中
4β-HC/Cholesterol濃度比および 25-HC/Cholesterol濃度比は，それぞれ肝臓中
4β-HC/Cholesterol濃度比および 25-HC/Cholesterol濃度比と有意に相関した（Fig. 13，
r = 0.814および r = 0.603）． 
 
II.3.6. Cholesterolからの 4β-HCおよび 25-HC生成に関与するヒト CYP分子種 
Cholesterolからの 4β-HCおよび 25-HC生成を触媒するヒト CYP分子種を同定
するため，Cholesterolを 9種のヒト組換え CYPタンパク質とともにインキュベー
トした．Fig. 14Aに示すように，CYP3A4および CYP3A5によって 4β-HCおよび
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25-HCが効率的に生成された．他の分子種では，4β-HC生成は極僅かしか認めら
れなかったが，25-HC生成においては，CYP3Aだけでなく複数の分子種により生
成され，CYP2B6> CYP2D6> CYP2C8> CYP1A2> CYP2C19の順位で有意な活性を
示した． 
次に，4β-HCおよび 25-HC生成に関する代謝速度論パラメータを求めた．4β-HC
および 25-HC生成における Eadie-Hofsteeプロットは単相性を示したため（data not 
shown），Michaelis-Menten式に従ってパラメータ（Kmおよび Vmax）を推定した（Table 
12-1および 12-2）．CYP3A4は，4β-HCおよび 25-HC生成に最も高い Vmax/Kmを示
し，次いで CYP3A5であった．Fig. 14Bに示すように，得られた Vmax/Kmをヒト肝
ミクロソームにおける各 CYP分子種のタンパク質発現量[42]で補正すると，
CYP3A4が 4β-HCおよび 25-HC生成について最も高い Vmax/Kmを示した． 
CYP3A4は 4β-HCおよび 25-HC生成を触媒することが示されたことから，ヒト
肝ミクロソームにおける 4β-HCおよび 25-HC生成に対する CYP3A選択的阻害剤
KCZの影響を調べた．Fig. 15に示すように，4β-HCの生成は，5 µM以上の KCZ
により強く阻害された（> 97.0％阻害）．他方，25-HCの生成は，5および 25 µM
の KCZによって部分的に阻害された（各々59.6％および 83.7％の阻害）．これら
の結果より，ヒト肝ミクロソームにおける 4β-HCの生成には主に CYP3Aが関与
し，25-HCの生成には CYP3A以外の酵素も部分的に関与していることが示唆され
た． 
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Table 7  Concentrations of HCs and cholesterol in the livers of CYP3A-humanized mice 
treated with PCN 
 
Data are expressed as means ± S. E. M. (n = 3 mice). 
* P < 0.05 compared with mice treated with the vehicle (Dunnett's multiple comparison 
test). 
 
 
 
Table 8  4β-HC and 25-HC concentrations corrected by cholesterol or 4α-HC 
concentrations in livers of CYP3A-humanized mice treated with PCN 
 
Data are expressed as means ± S.E.M. (n = 3 mice). 
*P < 0.05, **P < 0.01 compared with mice treated with the vehicle (Dunnett's multiple 
comparison test). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCN 4β-HC 25-HC 4α-HC Cholesterol
(mg/kg) (ng/g tissue) (ng/g tissue) (ng/g tissue) (mg/g tissue)
0 443 ± 47 15.3 ± 1.3 33.8 ± 2.4 2.54 ± 0.07
1 512 ± 72 27.2 ± 5.6 51.0 ± 3.4* 3.17 ± 0.63
10 590 ± 107 25.9 ± 4.4 40.2 ± 5.3 2.36 ± 0.26
100 713 ± 77 33.5 ± 10.1 35.0 ± 5.9 2.44 ± 0.15
PCN 4β-HC 25-HC 4β-HC 25-HC
(mg/kg) (ng/mg cholesterol) (ng/mg cholesterol) (ng/ng 4α-HC) (ng/ng 4α-HC)
0 174 ± 17 6.05 ± 0.67 13.4 ± 2.4 0.451 ± 0.014
1 170 ± 24 9.55 ± 2.97 10.1 ± 1.4 0.551 ± 0.147
10 246 ± 17* 11.1 ± 1.9 14.9 ± 2.6 0.638 ± 0.026
100 293 ± 26** 13.9 ± 4.2 22.7 ± 7.0 0.972 ± 0.226*
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Table 9  Concentrations of HCs and cholesterol in the plasma of CYP3A-humanized 
mice treated with PCN 
 
Data are expressed as means ± S.E.M. (n = 3 mice). 
*P < 0.05, **P < 0.01 compared with mice treated with the vehicle (Dunnett's multiple 
comparison test). 
 
 
 
Table 10  4β-HC and 25-HC concentrations corrected by cholesterol or 4α-HC 
concentrations in plasma of CYP3A-humanized mice treated with PCN 
 
Data are expressed as means ± S.E.M. (n = 3 mice). 
*P < 0.05, **P < 0.01 compared with mice treated with the vehicle (Dunnett's multiple 
comparison test). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PCN 4β-HC 25-HC 4α-HC Cholesterol
(mg/kg) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (mg/mL)
0 74.7 ± 5.1 7.60 ± 0.90 6.53 ± 0.25 1.38 ± 0.12
1 55.4 ± 1.6 6.24 ± 0.40 6.32 ± 0.87 1.00 ± 0.07
10 71.2 ± 10.3 6.85 ± 0.42 5.75 ± 0.22 1.06 ± 0.03
100 111 ± 15* 10.3 ± 0.8* 5.90 ± 0.56 1.26 ± 0.03
PCN 4β-HC 25-HC 4β-HC 25-HC
(mg/kg) (ng/mg cholesterol) (ng/mg cholesterol) (ng/ng 4α-HC) (ng/ng 4α-HC)
0 56.0 ± 9.5 5.54 ± 0.47 11.5 ± 0.7 1.17 ± 0.13
1 56.0 ± 2.7 6.27 ± 0.03 9.06 ± 1.08 1.01 ± 0.08
10 67.3 ± 9.9 6.48 ± 0.49* 12.5 ± 1.9 1.19 ± 0.07
100 87.8 ± 9.6* 8.12 ± 0.63** 19.7 ± 4.5 1.77 ± 0.22*
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Table 11  Correlations of hepatic and plasma HC levels with hepatic CYP3A4 protein 
levels in CYP3A-humanaized mice treated with PCN (0, 1, 10, 100 mg/kg, n=3 each) 
 
*P < 0.05, **P < 0.01 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HCs Plasma Liver
4β-HC         r = 0.676*         r = 0.597*
4β-HC/cholesterol         r = 0.667*         r = 0.754**
4β-HC/4α-HC         r = 0.607*         r = 0.511
25-HC         r = 0.739**         r = 0.636*
25-HC/cholesterol         r = 0.818**         r = 0.671*
25-HC/4α-HC         r = 0.726**         r = 0.811**
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Table 12-1  Kinetic parameters for formation of 4β-HC by recombinant human CYPs 
CYP isoforms 
Km Vmax Vmax/Km 
(µM) (pmol/min/nmol CYP) (μL/min/nmol CYP) 
CYP3A4 14.0 31.8 2.27 
CYP3A5 14.5 13.5 0.931 
Enzyme assay was conducted by using recombinant human CYP3A4 and CYP3A5. 
Cholesterol (0, 5, 20, 50 and 200 µM, n = 3, each concentration) was incubated for 10 
min. Kinetic parameters for formation of 4β-HC (Km and Vmax) were calculated by using 
DeltaGraph (version 7, Red Rock Software). 
 
 
 
Table 12-2  Kinetic parameters for formation of 25-HC by recombinant human CYPs 
CYP isoforms 
Km Vmax Vmax/Km 
(µM) (pmol/min/nmol CYP) (μL/min/nmol CYP) 
CYP1A2 18.2 1.2 0.0659 
CYP2B6 203.7 30.3 0.149 
CYP2C8 101.3 5.1 0.0503 
CYP2C19 57.4 0.9 0.0158 
CYP2D6 56.6 12.8 0.226 
CYP2E1 96.3 6.0 0.0623 
CYP3A4 25.3 45.0 1.78 
CYP3A5 35.6 21.5 0.604 
Enzyme assay was conducted by using recombinant human CYP1A2, CYP2B6, CYP2C8, 
CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4 and CYP3A5. Cholesterol (0, 5, 20, 50 and 200 
µM, n = 3, each concentration) was incubated for 10 min (CYP3A4 and CYP3A5) or 
30 min (others). Kinetic parameters for formation of 25-HC (Km and Vmax) were 
calculated by using DeltaGraph (version 7, Red Rock Software). 
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Fig. 9  Protein levels of CYP3A4 in liver microsomes of CYP3A-humanized mice 
treated with PCN. 
Tryptic peptide [EVTNFLR] for CYP3A4 was determined using an LC-MS/MS by the 
MRM method. MRM channels were set at 3 channels (m/z 439.7 →m/z 435.1, m/z 439.7 
→m/z 549.3, m/z 439.7 →m/z 650.4). The amount of CYP3A4 was determined as an 
average of three MRM channels from each sample. Data are shown as means ± S. E. M. 
of three mice in each group. CYP2B6 was used as an internal standard. *P < 0.05, **P < 
0.01 compared with mice treated with the vehicle (Shirley-Williams’ multiple comparison 
test). 
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Fig. 10  Fold changes of mouse Cyp proteins in liver microsomes of CYP3A-humanized 
mice by PCN treatment. 
Peak areas of mouse Cyp proteins of tryptic liver microsomes were determined using 
NanoLC-TOF mass spectrometry (triplicate injection). Means for mice treated with the 
vehicle were set as 1 and shown as means ± S. E. M. of three mice treated with 100 
mg/kg of PCN. *P < 0.05, **P < 0.01 compared with mice treated with the vehicle 
(Welch’s t-test). Sequences of CYP proteins digested as tryptic peptides, theoretical MW 
and theoretical m/z are shown in Table 6. 
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Fig. 11  Effects of PCN and ketoconazole on 25-HC formation rates in liver microsomes 
of CYP3A-humanized mice. 
Liver microsomes of CYP3A-humanized mice (0.1 mg/mL) were incubated with 
cholesterol (50 μM) in the presence or absence of ketconazole (5 and 25 µM) for 30 min. 
Formation amounts were determined by triplicate assays and shown as means ± S.E.M. of 
three mice in each group. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 compared with 25-HC 
formation in the absence of ketconazole (Dunnett's multiple comparison test). 
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Fig. 12  Correlations of plasma and hepatic HC levels with hepatic CYP3A4 protein 
levels in CYP3A-humanized mice treated with PCN. 
Concentrations of (A) plasma 4β-HC, (B) hepatic 4β-HC (C), plasma 25-HC and (D) 
hepatic 25-HC were plotted against hepatic CYP3A4 protein levels in CYP3A-humanized 
mice treated with PCN (0, 1, 10 and 100 mg/kg, three mice in each group). Correlation 
coefficients were calculated by the least-squares regression method. 
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Fig. 13  Correlations of plasma HC levels with hepatic HC levels in CYP3A-humanized 
mice treated with PCN. 
Plasma and hepatic concentrations were plotted for (A) 4β-HC and (B) 25-HC in 
CYP3A-humanized mice treated with PCN (0, 1, 10 and 100 mg/kg, three mice in each 
group). Correlation coefficients were calculated by the least-squares regression method. 
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Fig. 14  Formation rates of 4β-HC and 25-HC by recombinant human CYPs. 
(A) Recombinant human CYPs (10 pmol CYP/mL) were incubated with cholesterol (50 
μM) for 60 min. Formation rates are shown as means ± S.D. of triplicate assays. The 
lower limit of quantitation was 0.1 pmol/min/nmol CYP. (B) Corrected Vmax/Km values for 
4β-HC and 25-HC were determined by dividing Vmax/Km values shown in Tables 12-1 and 
12-2 with protein amounts of CYP isoforms in pooled human liver microsomes reported 
by Kawakami et al. [42]. N. D., not determined because of low levels of 4β-HC 
formation. 
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Fig. 15  Effect of ketoconazole on formation rates of 4β-HC and 25-HC in human liver 
microsomes. 
Human liver microsomes (0.1 mg/mL) were incubated with cholesterol (50 μM) in the 
presence or absence of ketoconazole (5 and 25 μM) for 30 min. Data are expressed as 
percentages of residual formation compared with the sample containing no ketoconazole 
and shown as means ± S. D. of triplicate assays. ***P < 0.001 compared with the 
formation 4β-HC and 25-HC in the absence of ketoconazole, respectively (Dunnett's 
multiple comparison test). 
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II.4. 考察 
本研究では，CYP3Aヒト化マウスの血漿および肝臓における 4β-HC/Cholesterol
濃度比が PCN投与によって有意に増加することを示した（Table 8および 10）． 
PCN投与による肝臓での 25-HC/Cholesterol濃度比の増加は有意ではなかったが，
血漿中の 25-HC/Cholesterol濃度比もまた PCN投与によって有意に増加した（Table 
8および 10）．また，肝臓および血漿中 4β-HC/Cholesterol濃度比および
25-HC/Cholesterol濃度比は，肝臓中 CYP3A4タンパク質発現量と正の相関を示し
た（Table 11）．血漿中 4β-HC/Cholesterol濃度比および 25-HC/Cholesterol濃度比も
肝臓中の 4β-HC/Cholesterol濃度比および 25-HC/Cholesterol濃度比と有意に相関し
た（Fig. 12）．これらの知見より，CYP3Aヒト化マウスにおける血漿中
4β-HC/Cholesterol濃度比および 25-HC/Cholesterol濃度比が，肝臓中の
4β-HC/Cholesterol濃度比および 25-HC/Cholesterol濃度比だけでなく肝臓中の
CYP3A発現量をも反映することが示唆された． 
 
PCNは代表的な CYP3A誘導剤であるが，マウス肝臓における他の CYP分子種
の発現量も増加させる[38,39]．しかし，CYP3Aヒト化マウスの肝ミクロソームに
おける CYP2B10，CYP2B19および CYP2C55タンパク質の発現量は，PCN投与に
より増加したものの，それらの増加は CYP3A4の発現量増加よりも小さいことが
示された（Fig. 10）．CYP2B10，CYP2B19および CYP2C55が 4β-HCおよび 25-HC
生成を触媒するかは不明であるが，これら分子種が触媒したとしても 4β-HCおよ
び 25-HC生成における寄与は僅かであると推察された．コレステロール 25-ヒド
ロキシラーゼ（CH25H）および CYP27A1は，肝臓における 25-HC生成に関与す
ることが報告されている[43,44]．しかし，CYP3Aヒト化マウスの肝臓における
CYP27A1タンパク質は，PCN処理により増加せず（Fig. 10），CH25Hタンパク質
は検出されなかった．さらに，PCN投与はマウス肝ミクロソームにおける 25-HC
生成に対する KCZの阻害効果を増強した．これらの結果より，PCN投与した
CYP3Aヒト化マウスの肝ミクロソームにおける 25-HC生成には，主に CYP3Aが
寄与することが示唆された． 
 
ヒト CYP3A4は，Cholesterolから 4β-HCおよび 25-HC生成を触媒することが報
告されている[14,15,27,45]．しかしながら，ヒト肝ミクロソームにおける CYP3A4
以外のヒト CYP分子種の寄与は不明である．本研究では，ヒト肝ミクロソームに
おける 4β-HCおよび 25-HC生成に関与する CYP分子種を同定した．ヒト組換え
CYPタンパク質を用いた検討の結果，4β-HC は CYP3A4および CYP3A5により
生成され，25-HCはさらに CYP1A2，CYP2B6，CYP2C9，CYP2D6および CYP2E1
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によっても生成されることが明らかとなった（Fig. 14A）．しかしながら，ヒト肝
ミクロソームにおける CYP分子種の発現量により補正された Vmax/Kmは，ヒト肝
ミクロソームにおける 4β-HCおよび 25-HCの生成が主にCYP3A4によって触媒さ
れることを示した（Fig. 14B）．この知見と一致して，CYP3A選択的阻害剤である
KCZは，ヒト肝ミクロソームにおける 4β-HCの生成をほぼ完全に阻害した（Fig. 
15）．これらの知見は，ヒト肝ミクロソームにおける 4β-HC生成は主に CYP3Aが
関与していることを示唆している．他方，ヒト肝ミクロソームにおける 25-HC生
成に対する KCZの影響は，部分的な阻害のみであった（Fig. 14）．25-HCは CYP3A
だけでなく CH25H，CYP27A1，コレステロールの自動酸化によっても生成される
ため[43, 44, 46]，CYP3A酵素以外の因子がヒト肝ミクロソームの 25-HC生成に関
与する可能性がある．従って，4β-HC生成は 25-HC生成と比較して CYP3Aによ
り特異的であると考えられる． 
 
ヒトにおいて，血漿 4β-HC/Cholesterol濃度比は，CYP3A4誘導剤の投与によっ
て増加する[22]．この知見は， CYP3A誘導剤投与により CYP3Aヒト化マウスの
血漿 4β-HC/Cholesterol濃度比が増加したという我々の結果と一致する（Table 10）．
CYP3Aヒト化マウスにおける血漿 25-HC/Cholesterol濃度比も，CYP3A誘導剤の
投与によって有意に増加した（Table 10）．この知見は，ヒトにおいても CYP3A4
誘導剤の投与により血漿 25-HC/Cholesterol濃度比が上昇し得ることを示唆する．
しかし，Diczfalusyと Bjorkhemは，強力な CYP3A4誘導剤であるカルバマゼピン
を小児に投与すると，血漿中の 4β-HCは有意に増加するが，血漿 25-HCの増加は
有意ではないことを報告している[47]． CYP3Aヒト化マウスにおいて認められた
PCN投与による 25-HC/Cholesterol濃度比の増加は，CYP3A以外の酵素誘導に起
因する可能性も否定できない．さらに，Hukkanenらは，CYP3A4阻害剤であるア
トルバスタチンの投与は，4β-HCのヒト血漿中濃度を有意に低下させるが，25-HC
の血漿濃度は有意ではいことを報告した[40]．最近の研究では，CYP3A4基質であ
るクエチアピンを投与された精神疾患患者において定常状態の血清中クエチアピ
ン濃度が 4β-HC濃度と有意に相関することが示された[48]．これらの知見は，
4β-HCが CYP3A基質の投与を個別化し，薬物間相互作用研究における CYP3A活
性をモニターする可能性を持つバイオマーカーであることを示唆している．一方，
25-HC生成は，in vitro試験において，CYP3Aおよびいくつかの CYP分子種によ
り 25-HC生成を触媒することが示されたため（Fig. 14Aおよび 15），CYP3Aだけ
でなく他の CYP酵素の活性にも依存する可能性がある．従って，CYP3Aバイオ
マーカーとして 25-HCが有用か否かを明らかにするにはさらなる研究が必要であ
る． 
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コレステロールで補正した 4β-HCおよび 25-HCの血漿中濃度は，4α-HCで補正
した値よりも肝臓中の CYP3A4タンパク質発現量に対して高い相関係数を示した
（Table 11）．コレステロールで補正した 4β-HCの肝臓中濃度もまた肝臓中の
CYP3A4タンパク質発現量と相関したが，4α-HCで補正した場合には有意な相関
は認められなかった．これらの結果より，コレステロールで補正した 4β-HCおよ
び 25-HCの血漿中濃度が，肝臓における CYP3A活性をモニターするための適切
なパラメータであることが示唆された．しかしながら，4α-HCで補正した 25-HC
の肝臓中濃度は，肝臓中の CYP3A4タンパク質発現量と高い相関係数を示した．
従って，肝臓中 25-HC/4α-HC濃度比は肝臓中の CYP3A活性を反映すると考えら
れた． 
 
最近，Gjestadらは，腸管に発現する CYP3A4がヒトにおける 4β-HCの生成を
触媒する可能性を示唆している[49]．本研究で使用した CYP3Aヒト化マウスは，
肝臓および腸管の両方において CYP3A4タンパク質を発現するため，血漿中
4β-HC濃度は肝臓の CYP3A4だけでなく全身の CYP3A4の活性を反映すると考え
られる．4β-HCおよび 25-HC生成における腸管 CYP3A4の関与を明らかにするた
めには，腸管内でのみに CYP3A4を発現するモデルマウスを用いたさらなる研究
が必要である． 
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総括 
１） イオンモビリティーシステムを搭載した LC-MS/MSを用いることにより，
マウス生体試料中 25-HC，4α/4β-HCおよび Cholesterolを高感度かつ高選択的
に測定することが可能であった． 
 
２） CYP3Aヒト化マウスを用いた in vivo試験では，血漿中 4β-HC濃度，25-HC
濃度およびそれらをコレステロール濃度で補正した値が，肝臓中 CYP3A4発
現量を反映することが示唆された． 
 
３） ヒト肝ミクロソームを用いた in vitro試験では，4β-HCの CYP3Aに対する
特異性が 25-HCの特異性より高いことが示された． 
 
以上より，4β-HCが CYP3A活性の内因性バイオマーカーとしてより有用であ
ることが示唆された． 
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